IDENTIFICACAO DE FARMACOS EM MATERIAL BIOLOGICO POR CCD

I- AMOSTRA
Urina (recente ou conservada sob refrigeragao)

II - MATERIAL
1- Solugoes-padrao de farmacos 0,1% em etanol

a) Acido Salicilico h) Clorpromazina

b) Fenobarbital 1) Fenilpropanolamina
c) Tionembutal j) Nicotina

d) Fenitoina k) Codeina

e) Cafeina 1) Estricnina

f) Diazepam m) Cocaina

g) Haloperidol

2- Lampadas de ultra-violeta

3- Placas cromatogrdficas

4- Cubas de vidro

5- Capilares

6- Nebulizadores

7- Sistemas Solventes
a) Cloroférmio : acetona ( 4:1)
b) Cloroférmio : metanol ( 9:1)

8- Agentes Cromogénicos
a) Solugao de cloreto férrico a 5% ( FeCl3)
b) Reativo de Sulfato de Mercurio ( HgSO4 )
HgO 5% oo 100 mL
H2S04 ... 20 mL
Resfriar e completar com agua destilada até 250 mL.

¢) Solugdo etanolica de difenilcarbazona ( DFC ) a 0,1% de preparo recente. Conservar sob
refrigeracao.

d) Reagente de Dragendorff Iodado ( DI)
A)KI ... 12,0 g B) BiNO3 ................ 0,50 g
H20 dest. ...... 40 mL Ac. Acético ........ 30 mL
Misturar A e B, completar o volume até 300 mL com H2SO4 a 10%. Juntar a solugdo

6,0 g de iodo e agitar durante 30 minutos .

e) Reativo de Verde de Bromocresol ( VBC)
A- Solugdo etanolica de VBC a 0,1%
B- Solucao Tampao de Fosfato de Potassio pH 5,5
C- Agua destilada
Misturar A,B e C na propor¢ao 2 : 1 : 1 antes de aplicar

f) Solucao de nitrito de sodio a 1% de preparo recente. Conservar sob refrigeracao.



g) Reativo de p-nitroanilina diazotada ( DCpn )
A. p-nitroanilina a 1% em HCI 1IN
B. etanol
C. solugao de NaNO2 5% de preparo recente ( conservar sob refrigeracdo )
Misturar A e B (1:1); esta solugdo ¢ estavel por alguns meses, se conservada sob
refrigeracdo. Antes de aplicar, juntar & mistura A/B a solugdo C, na proporgao de
(5:1). Observar a placa e anotar os resultados.
- Em seguida , tratar a cromatoplaca com solucdo de NaOH 50 % diluida, no
momento de usar, com etanola (1:10).

III - EXTRACAO

a) Extracdo de substdncias dcidas e neutras

1. Colocar 10 mL de urina em um funil de separacdo e medir o pH

2. Ajustar o pH entre 4,0 - 5,0 com solugdo de HC1 2%

3. Extrair com 20 mL de mistura éter-cloroférmio (1:3 v:v), agitando bem durante 1 min , decantar
4. Filtrar a camada organica sobre Na2SO4 anidro e recolher em béquer (50 mL)

5. Repetir os itens 3 e 4 . Reunir os extratos organicos

6. Evaporar o solvente até a secura na chapa aquecedora (60 — 70°C) Reservar o residuo obtido (R1)

b) Extracdo de substdincias alcalinas e neutras

1. Colocar outra aliquota de 10 mL da amostra de urina no funil de separagao

2. Ajustar o pH entre 8,5 - 9,0 com solugdo de NaOH 5%

3. Extrair com 20 mL da mistura éter -cloroférmio (1:3 v:v), agitando bem durante 1 min , decantar
4. Filtrar a camada organica sobre Na2SO4 anidro e recolher em béquer (50 mL)

5. Ajustar o pH entre 10,5 - 11,0 por meio de solu¢ao de NaOH 1%

6. Repetir os itens 3 e 4. Reunir os extratos organicos e adicionar 1 gota de HCl 1% ao extrato
organico

7. Evaporar o solvente até a secura, na chapa aquecedora (60 - 70°C). Reservar o residuo obtido (R2)

IV - IDENTIFICACAO DOS FARMACOS POR CCD

a) Farmacos dcidos e neutros
1. Aplicar em duas placas cromatograficas (definida como “placa A e B”) cerca de 1 cm de capilar
dos padrdes de acido salicilico, fenobarbital, tionembutal, fenitoina, cafeina, diazepam e haloperidol.
2. Solubilizar o residuo R1 com 0,5 mL de éter-cloroférmio (1:3 v:v), e transferir cerca de 1 cm de
capilar para as duas diferentes placas cromatograficas (A e B).
3. Acondicionar ambas as placas no sistema solvente cloroféormio:acetona (4:1 v:v) e aguardar até o
final da corrida.
4. Observar ambas as placas a luz ultravioleta (fotografar).
5. Revelar as placas com as seguintes sequéncias de reveladores:

Placa A: FeCl3 — DI Placa B: HgSO4 — DFC

6. Fotografar e anotar os HRf e as cores obtidas em cada placa.
7. Comparar os resultados obtidos para as amostras e padrdes e identificar os farmacos presentes na
amostra.



b) Farmacos alcalinos e neutros

1. Aplicar em duas placas cromatograficas (definida como “placa A e B”) cerca de 1 cm de capilar
dos padroes de cafeina, diazepam, haloperidol, clorpromazina, fenilpropanolamina, nicotina,
codeina, estricnina e cocaina.

2. Solubilizar o residuo R2 com 0,5 mL de éter-cloroférmio (1:3 v:v), e transferir cerca de 1 cm de
capilar para as duas diferentes placas cromatograficas (A e B).

3. Acondicionar ambas as placas no cloroférmio:metanol (9:1 v:v). e aguardar até o final da corrida.
4. Observar ambas as placas a luz ultravioleta (fotografar).

5. Revelar as placas com as seguintes sequéncias de reveladores:
Placa A: VBC — DCpn — NaOH PlacaB: DI — NaNO2 1%
6. Fotografar e anotar os HRf e as cores obtidas em cada placa.
7. Comparar os resultados obtidos para as amostras e padrdes e identificar os fArmacos presentes na
amostra.
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